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あ る種のマ メ科植物 をは じめ とす る数種の高等植物か らN一 マ ロニ ルーDニ トリプ ト
フ ァンが発見 されて以来、幾種類かの高等植物か ら多 くのD一 ア ミノ酸が見出 されて い
る(Tablel)。これ らのD一 アミノ酸の体内含量 ぽ,エ ン ドウ芽生えの7乙 む一 グル タ ミ
ルーD一 アラニ ン,水 稲葉身のD一 アラニル グ リシ ンを除 いて、全般的 にか な り低 い。
そのためか,高 等 植物 にお けるD一 ア ミノ酸の研 究 としては,上 記両植 物でのD'一アラ
ニ ンに関す る研究以外 にその例 はない。例えば争暗発芽 させた エン ドウ芽生 えにおけ る
一連の研究で小川 らは多D一 ア ラニ ンは4θ ηoρo合成 されたあ と速やかに結 合 型 を形
成す ることを,ま た山内 らは,水 稲葉身 にお けるD一 アラニル グ リシンの生成 には明条
件が必要であるど:
,とを・それぞれ明らかにして'いる。トかしながらそれ以上め具体的な情
報はまだ蓄積 されておらず,D一 アラニンの生理的役割については全 く不明な状態にお
かれているのが現状である。
本研究は,山 内らの研究に引き続いで 水稲の幼植物,切離葉身、』培養細胞等を用いで
こ耽 ら組織中でのb一 ア ミノ酸の存杏 とそあ存在形態、D一 アラニンの体内挙動 さらに
はそめ生成および分解系を検索するととによ『り,水稲に可溶性結合型として存在するD一
アラニンの生理的役割を明らかにす るうえでの基礎的知見を得ようとしたものである。
〔1〕水稲に灘け逼 ウ鯛 ア葦 ノ酸の存在膨態麟 らび に可溶性結合型D一 ア ラニ
ン含量の変動
ω 永稲に見出されるD一 アミノ酸の種類とその存在形態
水稲の70%エタノール抽出液から、果たしてD一 アラニルグリシン以外にもD一アミノ
酸が検出されるかどうかを検討 した。その結果,葉身の抽出液か らはD一 アラニルグリシ
ンが多量に見出されるほか,D一 アラニ ン,D』 グルダ ミン酸およびDLア ズパラギ
と醐rン ヒド㍗ 灘 の雛 型砂 量見出された・P一アラニルグリシンは葉鞘
の抽出液がらも薇量検出されたが,根 および培養細胞のものからは検出されなかった。
マ方ザ.ニンヒドリン陰性の結合型D一 アラニンは,少量ではあるが,全 ての組織の抽
出液から見出された。D一体の遊離ア ミノ酸はどの組織か らも検出されなかった。
② 水稲における結合型D一 アラニン含量の変動
水稲にはD一 アミノ酸のなかで もとくにD一 アラニンが 「D一アラ.ニルグリシン」
および 「ニンヒドリン陰性の結合型D一 アラニン」の形で見出される(前項)。 そこ
で,こ れ ら結合型D一 アラニンの体内挙動について検討 した。
水耕栽培 した水稲における結合型D一 アラニン含量を生育時期別に調べた。葉身に
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お ける新鮮重当 た りのD一 ア ラニルグ リシ ン含量 は移植期 か ら分 けっ期 にかけて高く,
以後低下 した。一方,二,ン ヒ ドリン陰性 の結合型D一 ア ラニ ン含量 は,葉 身,葉 鞘,
根 を問 わず移植期 に高 く以後減少 した(Fig.1)。
次 にD一 ア ラニル グ リシンの体 内挙 動に関す る知見を得 るべ く種々の検討 を行な っ
た ところ,こ の ジペプチ ドの生成 系が,光 合成 に伴 うア ミノ酸の代謝系 と密接 に関連
してい ることが示唆 された。
さらにD一 ア ラニル グ リシ ンお よびニ ンヒ ドリン陰性 の結合型D一 ア ラニ ンのター
ンオーバ ーの程度を検討 した ところ,両 者 ともそれ ほど早 くない もの と推 測 された。
〔II〕水 稲 葉 身 に 投 与 したD一 ア ラニ ンの 挙 動
自然光下で切離葉身 に14C-D一 ア ラニ ンを投 与 す ると,そのアルコール抽出液 中で は
3つ の化合物1',1お よび皿に集 中的に ラベルが と りこまれていた。化合物 .1はD一ア
ラニ ンを含 むア ラニルア ラニ ンと同定 され,D-Dお よびD-Lま た はL-D異 性体の
混合物で あろ うと推定 された。 化合物Hは 葉身 に多量 に見出 され るD一 ア ラニル グ リシ
ンで あった。化合物 皿については,N一 マ ロニルーD一 ア ラニ ンとクロマ 、ト的挙動が～
致 し,水 稲のアル コール抽 出液 よ り見出 されて いるニ ンヒ ドリン陰性 の結合型D一 アラ
ニ ン(〔1〕の(1})がそれであ ると推定 され る。投与 した、D一ア ラニ ンの これ ら結合型
D一 ア ラニ ンへの移行 割合 は,ア ラニル ァラニ ン,D一 ア ラニルグ リシンで 高 く,N一
マ ロニルーD一 ア ラニ ン様 物質 で低 か った(Table2)。
〔皿1〕水 稲 葉 身 にお け るD一 ア ラ ニ ンな らび に 結 合 型D一 ア ラニ ンの 生 成 系
ω 水稲葉身 におけるD一 ア ラニ ン生成 系に関 して
すで に水稲芽生 えを含 めた数種類の高等 植物 には,D一 ア ミノ酸 ア ミノ トランス フ
ェラーゼの存在 す ることが報告 されて いる。 そこで水稲幼植物お よびその培養細胞 に
D一 アラニン,D一 アスパ ラギン酸,D一 グルタミン酸等 を投与 して みた。 その結果,こ
れ ら3種 の ア ミノ酸 の間 でのD一 ア ミノ酸 アミノトランス フェラーゼ系が両者に存在し,
しか もこの系がD一 アラニン生成方 向に傾 いて いるζ・とが示唆 され た6.しか しなが ら,
この系の関与で は,真 の意 味で のD一 アラニン生成 を説明で きな いので,「次 に ラセヤー
ゼ系の関与の有無 について検討 した。脱塩 した水稲葉身の ホモ ジェネー トを粗酵素 液
として,ピ リドキサール リン酸存在下でL一 アラニ ンに反 応させ ることによ りD一 アラ
ニンの生成 が確 認できた(Fig.2)。これよ り,葉 身のホ モジェネー トにはL一 ・アラニ
ンをラセ ミ化反 応によってD一 アラニンに転換する系の存在する ことが明 らかになった。
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② 水稲葉身における結合型D一 アラニ ン生成系に関 して
葉身における結合型D一 アラニ ンの生成系を詳細に検討するため,種 々の条件下で
切離葉身にD一 アラニンを投与 してその体内代謝状況を調べた。
明所 および暗所 でのD一 アラニン投与試験 常法 にょり栽培した水稲の切離葉身に,明
所 あ るいは暗所で14C-D一 ア ラ三 ンを投 与 した。 ア ラニルア ラニ ンはいかなる条件下
で もラベル されたが,D一 アラニル グ リシンは明所下 でのみ ラベル された。
投与 したD一 アラニ ンの結合型D一 アラニンへ の移行状況 自然光下で切離葉身 に14C一
D一 ア ラニ ンを 投与 す る と,そ の 多 くが ア ラニルア ラニ ンおよびD一 ア ラニル グリシ
ンに速 やかに と りこまれた。その後 アラニルア ラニ ンの放 射能 が急速 に減少 す るのに対
して,D一 ア ラニル グ リシ ンの それ は極 めて除 々に しか変化 しなか った。一方,N一 マ
ロニルーD一 アラニ ン様物質への ラベル の移行 は低 い ものであ った。
種 々の 濃 度 のD一 アラニ ン投 与 試 験 低濃度 のD一 アラニンを自然 光下で切 離葉身に投
与 す るとその多 くがD一 アラニル グ リシンに とりこまれたが,高 濃度 の ものを投与 した
場合 には,ア ラニル ア ラニ ンへの移行割合が 高 くな った(Fig.3)。
アラニルアラニ ンとD一 アラニルグリシンの相互関係 あらか じめ自然光下で切離葉
身にアラニルグリシンを吸収 させ てか ら14C-D一 アラニ ンを と りこませ たところ,D一
ア ラニル グ リシンへの放射能の 移行 は強 く抑制 されたが,ア ラニル ァラニツ への放射能
の移行割合は高 くなった(Fig.4)。同様 に,ア ラニルアラニンを切離葉身に吸収 させて
か ら14C-D一 アラニ ンをと りこませた ところ,ア ラニル アラニ ンお よ びD一 アラニル
グ リシンへの放射能の移行が抑制 された(Fig.5)。さらに14(》ア ラニル ァ ラニ ンを
明所 およ び暗所で切離 葉身に投 与したところ,本物 質 は明所下で速やか に代謝 され ラベ ル
の多 くがD一 アラニル グ リシ ンに とりこまれた。 一方,D一 ア ラニル グ リシンは暗所下
では全 くラベル されなか った(Fig.6)。
以 上の結果 よ り.葉 身 に投与 したD一 ア ラニ ンは,ア ラニル アラニ ンを経 たの ち明条
件下 でD一 ア ラニル グ リシンに移行す る ことが強 く示唆 された。
〔IV〕水稲 培養細胞 におけるD一 ア ラニ ンの分解系 につ いて
水稲葉身に投与 したD一 アラニンの一部は速やかに代謝分解 された。 さらに,培養後
期の培養細胞にD一 アラニンを投与 したところ,結合型D一 アラニンの形成割合は極め
て低 く,D一 アラニンの大部分は速やかに代謝されかつ分解された。このことは,水稲
にはD一 アラニンの分解系が存在することを意味 し,と くに培養細胞はその分解系を探
るうえで適 した実験材料であることを示す。
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上記 の結果に基いて,水 稲培養細 胞にお けるD一 ア ラニ ン分解系を調べた。脱塩 した
培養細胞 のホモ ジェネー トを 粗 酵素液 と して,ピ リ ドキサール リン酸存在下でD7ア ラ
ニ ンに作用 させ た ところ,L一 ア ラニ ンの生成 が明 らかに認め られ た.'(Fig.7)・。一方,
D一 ア ラニ ンに対す るオキ シダーゼ活性 は粗 酵素 液か らは検出 されず,ま たD一 ア ミノ
酸 ア ミノ トランスフェ ラーゼの関与 にっいて も,α 一ケ ト酸を反応系 には添加 して いな
いので否 定される。 これよ り冨培養細胞の ホモ ジェネー トには,D一 ア ラニ ンを ラセ ミ
化反応でL一 ア ラニ ンに転換 させる系の存 在す ることが明 らかにな った。
上述 した一 連の結 果およ び考 察に基いて,水 稲(と くにその葉身)に おけるD一 ア ラ
ニ ンの代 謝系路を,推 定経路を も含 めてFig.8に示 した。
結 論 と要 約
水 稲葉身 のアル コール抽 出液か らは,D一 アラニル グ リシン以外 に も,D一 アラニン,
D一 グル タ ミン酸およ びD一 アスパ ラギ ン酸がニ ンヒ ドリン陰性の結合型で検出 された。
ニ ン ヒドリン陰性 の結 合型D一 アラニ ンは葉鞘,根 お よび培養細胞の抽出液か らも見出
された。
葉身におけ るP一 アラニル グ リシ ンの生成 は光含成 に伴 うア ミノ酸代謝 と密接 に関連
して い るが,ニ ン ヒ ドリン陰性の結合型D一 アラニ ンにつ いては必ず しもその ような関
連 は み られ な か つた。 ま た,前 者の体 内 含 量の増 減パ タFン は後 者の それ に対 応す
る もの で は な か った。両 者 ともに体 内での ター ンオーバーは それ ほど早い ものではな
か った。
水 稲に存在 す るD一 アラニ ンは水稲 自身 によ り合成 され ることが わか った。 そこで葉
身のホモジェネー トを用いてD一 ア ラニ ン生成系を調べ たと ころ,L一 ア ラニ ンの ラセ ミ
化反 応で生成 され ることが明 らか になった。投与 したD一 ア ラニ ンの一部 は体内で速 や
か に代謝 分解 された。 そこで培養細胞のホモ ジェネー トを用いてD一 ア ラニ ン分解系 を
調べ たところ,ラ セ ミ化反 応でL一 アラニ ンに転 換 されたあ と種 々の物質に代謝 され る
ことが明 らか にな った。 これ らの結果よ り,水 稲におけ るD一 アラニ ンの生成および分
解 には ラセマーゼによ る直接 的なD,L転 換系が関与 してい るもの と考え られた。
葉身 にD一 ア ラニ ンを投与 して結合型D一 ア ラニ ンの生成 および代 謝系 を調べ た。投
与 したD一 ア ラニ ンは結 合型D-ーア ラニ ンに アラニンのまま 移 行 したが,D一 アラニ
ルグ リシ ンに移行す る場 合 は 明条 件 が 必 要 であ り,ア ラニル アラニ ンを経 由す るよ う
で あった。一 方,投 与 したDニ ア ラニ ンは 明所 下,暗 所下 にかか わ らず速 やか にア ラ
ニ ルア ラニ ンにと りこまれ ることが トレー サー実 験で 示 された。 アラニ ル アラニ ンは
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葉身の常在成分としては認められず,D一 アラニンを投与 した時にのみ量的に見出され
る物質であった。従 って,本物質はD一 アラニンを葉身に投与 した限 りにおいては,そ
.の中間代謝物質あるいはゴ時的な貯蔵体 としての機能を有するものと推察された。
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TablelD-Aminoacidsfound inhigherplants
Aminoacid Plant P.eference
(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(s)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
N-Malonyl-D-tryptophanVariousplants
D,L一(3-Carboxypheny1)glycine.工ris
D,L一(3-Carboxy-4-hydroxyphenyl)glycineIris
r-L-Glutamyl-1-amino-D-prolineLinseed
trans-4-Hydroxymethyl-D-prolineRoquat
4-Methylene-D,L-prolineRoquat
D-Alanine(free)Pea
Gramineaesp.
(conゴugated)Variousplants
N一[4a!onyl-D-alaninePea
r-L-Glutamyl-D-alaninePea
D-Alanyl-D-alanineTobacco
Gramineaesp.
N・一Malonyl-D-phenylalaninepea
D-a-Amino-n-butyricacid(conjugated)Pea.
D-Asparticacid(free,conjugated)Pea
D-Glutamicacid(free,conjugated)Pea
D-AlanylglycineRice
Zenk(1963)
Kjael(1963)
Kjael(1963)
Klosterman(1967)
Gray(1972)
Gray(1972)
Fukuda(1973)
Fr.ahn(工975}
Ogawa(1977)
Ogawa(1973)
Fukuda(1973)
Noma(1973)
Frahn(1975)
Ogawa(1976)
Ogawa(19761
0gawa(1977)
Ogawa(1977)
Yamauchi(1979)
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
1.5
1:0
0.5
(a)
(c)
●
(b)
0(d}
123338.6296121
Daysaftersowing
Fig・1
.Chan自esi・ しh6・ 。・tent・ 。fD-alanyエ91y・inei・
leafblades(a)andninhydrin-negativeconjugatedD-
alanineinleafblades(b),leafsheaths(c)androots
(の.
Riceplantswereculturedinnutrientsolutionsuntil
maturity.
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Table21ncorporationofradioactivityinalanylalanine,
D-alanylglycineandninhydrin-negativeconjugatedD-alanine
afterfeedingof14C-D-alaninetoriceleafblades
・毫
。ft。 七。114C
C・皿P。u阜dlabeled
Feedingtime
2.hr29hr
Alanylalanine
D-Alanylglycine
Ninhydrin-negative
conjugatedD-alanine
20
21
z
3
20
z
Excisedleaves(3g)werefedwithD一[1-14C]alanine(10-4M,
3ml)for2and29hr.Sincethebladesabsorbedallofthe
labeledsolutionwithinca.1hr,distilledwaterwasadded
thereafter.
(1)
ハ
"0。08
Assaysysヒem(2)Res .ulしご
CO煎Pユet二ereacしiorlmixtureゆ
＼
…dee・ ・ymes・1・.0.6ml$ 　
buffer{ph8.0)0.9m1昌0.04
PALPO.6μm。1。 、3
L-A1自30・0μm・les陽
9
τreatmentwiヒhD-aminoacidoxidase8
qo
Determinationofpyru▽atebyMBTHmethod価
侵
ム
03060
Reactiontime(min)
A:completemixture,followedbyD-aminoacidoxidasetreatment
B:completemixture,withoutthetreatment
C:completeminusL-Ala,followedbythetreatment
D=completeminusる 一Ala,wi七 りoutthetreatluenヒ
TheamountsofD-Alaproducedwerecalculatedfromthevaluesof
(A-B)一(C-D).
Fig.2FormationofD-alaninefromL-alanineinthehomogenate
ofriceleafblades.
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0
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'
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D-AlaGly
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Fig.3エ ・c・・p。・a七i。・ 。f.Ddaninei・ ヒ。 ・1自・yl・ianine
andD-alanylglycineinriceleafblades.
Excisedleaves[3g)werefedwithD一[1-L4C)一alanine
(1m1,5NCi)atvariousconcentrationsfor6.5hr.
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Fig.4Effectofexogenouslysuppliedalanylglycine
ontheincorporationofD-alanineinriceleafblades.
Excisedleaves(2g)werepreviouslysuppliedwithalanyl-
9・y・ine〔4・ ・)f。 ・ ・3・ 卑i.・,七h6・ 耳・繭iヒh、D一[・.1導C]・ …i・e-3
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審 査 結 果 の 要 旨
マメ科をはじめとす る数種類の植物抽出液か らN一マロニル ーD一 トリプトファンが1963年
に見出されて以来,多 くの高等植物中に幾種類かのD一 ア ミノ酸とくにD一 アラ千 ンが,殆 んど
の場合に可溶性の結合型 として含まれる乙とが知られている。 しか し,これ らの体内含量は通常
極めて少ないこともあって,小川 らによるエンドウ芽生えでの研究を除いては,D一 ア ミノ酸の
存在ζその意義についてはまだ十分には解明されていない。本論文1ま,水稲組織中におけるD一
ア ミノ.酸の存在形態,さ らに,D一 アラニンの生成および分解系を明らかにしたものである。
水稲葉身の70%エタノール抽出液には,そ の遊離アミノ酸画分にD一 アラニルグリシンが比較
的多量に存在する以外に,中酸性画分中にD一 アラニン,D一 グルタミン酸,D一 アスパラギン
酸がニンヒドリン陰性の結合型として少量存在するこζ,さ らに三ジヒドリン陳性の結合型D一
アラニンは葉鞘,茎,根 培養細胞中にも含まれ ることをまず明 らかにした。葉身におけるD一
アラニルグ リシンの含量は,明 条件下で多く暗条件では低下することなどより,その生成は光合
成に伴 うア ミノ酸代謝 と密接に関連するが,ニ ンヒ ドリン陰性結合型D一 アラニンの生成につい
て はそのような関連はみられないことを示 した。
D一アラニンの生成系を葉身磨砕液を粗酵素液として用いて調べた結果,L一 アラニンのラセ
ミ化反応で生成されることを認め,さ らに,培養細胞を用いた実験により,D一 アラニ ンの利用,
分解系もL一アラニンに転換 されてか ら種々の物質に代謝されることが明らかになった。 トレー
サー実験により,切 離葉身に投与 したD一 アラニンは結合型化合物にそのまま移行するが,D一
アラニング リ江ンへの移行には明条件が必要であり,ア ラニルアラニンを中間物とすることが推
定された。
以上のように,本論文は,水稲組織中に存在する可溶性結合型D一 アラニンの存在形態を明ら
かにし,それらの含量変動,生 成と分解系を解明することによって,高 等植物に含まれるD一ア
ラニ ンに関する基礎的知見を加えたものであり,農学博士の学位に十分値すると判定した。
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